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はむしろ低下していた。インスリン結合曲線のScatchard解析で、 ¥ie rne r症候群ではイン
スリン受容体数の増加と結合親和性の低下を認めた。 ¥yerner症候群では実験時の細胞蛋白
豆は増加し、 confluentcell densityは低下しており、細胞が大きくなって いる ことが示
された。このため細胞当りのインスリン結合が増加したものと考えられた。









We studied insulin binding to cultured skin fibroblasts from 
11 patients with Werner's syndrome to see if there is any primary 
defect of :Lnsulin receptor. The insulin binding (per cell) was 
increased in Werner's syndrome compared with in vitro age-matched 
Scatchard analysis of the control cells from healthy subjects. 
binding curve revealed increased binding sites with decreased 
binding affinity. Determination of cellular protein content and 
confluent cell density in culture indicated an increase in the 
cell size 1n Werner's cells compared with in vitro age-matched 
control cells， which well explains the increased binding in the 
former. Fibroblast strains from 8 normal subjects were 
sequentially passaged and insulin binding was determined in each 
Wi th in vi tro aging the strain wi th an interval of 3-6 CPDs. 
cell increa.sed in size， accompanied by an increase in insulin 
binding. Insulin binding curve of old passage cells showed an 
increase in binding sites with a decrease in the binding affinity 
as found in Werner' s cells. These results suggest that abnormal 
insulin binding in Werner' s cells may be due to premature cell 
























細胞が最初のconfluenceに達した時を1stcell population doub l i n~ { 
confluenceに達した細胞は1: 8 (early passageの細胞)あるいは1:4"-1: 2 (late 





1 -2日後、 1251一インスリン (0.5ngjml)及び、程々の波皮 (0-----100μgjml)の非原識イ




細胞数はheJDOcytometerを用いて測定し、蛋白の定呈はBio-Radprotein assay kit で







著しく低下していた (Table1 )。すなわちcellpopulation doubling (CPD)の数で
































結合に差はなかった。一方Werner症候群の細胞では、 invitro ageをマッチさせた (叶内
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Fig. 1. Werner症候肝 (WS)、正常若年者 (NY)および老年者 (NO)の培養皮応線維芽
細胞のインスリン結合実験
(A) 細胞当り (106 cells)のmaximal1251-insulin binding 
※¥VS vs NY、NO pく0.001
(8) 蛋白歪当り (mg)のmaximal 工251-insulinbinding 
(C) インスリン結合曲線からもとめた1D50 
※※ ¥vS vs NY、NO pく0.01
Fig. 2. 正常若年者、正常老年者、およびワーナー症候群患者より得た培養皮膚線維芽
細胞への1251_インスリン結合曲線とそのScatchard解析(挿入図)
(a) 細胞106個あたり (b) 蛋白量(mg)あたり
-0-0-: 正常若年者、一・-・ 正常老年者、ームームー:ワーナー症候群
結果はmean.:t SEMであらわす
Fig. 3. 正常若年者から得た活安皮応線維芽細胞でearlyPassage (CPDく25)とlate
Passage (CPD>25)の細胞のインスリン結合の比較
(A) 細胞当り (106 cells)のmaximal1251-insulin binding 
(8) 蛋白豆当り (mg)のmaximal1251-insulin binding 
(C) ID50 
※ pく0.01、※※ p< 0.05 
-1 -
Table 2. Growth Characteristics of Cultured Fibroblasts from Normal Subjects 
In Vitroにおける Senescent Phase 実験時における Cell 実験時における蛋白量
Density (x 106 / dish) (μg/106 cells) 
細胞寿命 の開始ホホ
(CPD) (CPD) Early Late Early しate
Passage Passage Passage Passage 
若年者
43.5 + 1.7 24.8 + 0.9 
1.22 0.63ホキ 470 840t. 
(n = 4) +0.08 + 0.09 +40 + 60 
?????









• early passage vs late passage pく 0.01
一1: 8にサブカルチヤーした細胞が 1週間以内に confluenceに達しなくなった時を senescent phaseの
始まりとし、それ以前cearly passage cells、以後を late passage cellsとした。
、-
Table 1. Growth Characteristics of Cultured Fibroblasts from Normal 








(μ9 / 1 06 cells) 
Werner 
症候群
(n = 11 ) 
14.5+1.3* 0.66 + 0.05* 700 + 40* 
Control 
若年者 41.1+1.3 1.30+0.11 410+10 
(n = 7) 
老年者
37.6+1.2 1.28+0.10 420+20 (n = 5) 
ホ¥八lerner'sSynd vs Control p < 0.001 
Fi'守2
Fi守j
a Maximal 1251-lnsulin Binding 
(% per 106 cells) 
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To determine if there is any primary defect which accounts 
for the insulin resistance in Werner's syndrome， we examined 
insulin actions using cultured skin fibroblasts obtained from 
patients wi th Werner' s syndrome. Insulin binding to f ibroblast 
monolayers (per mg protein) was only slightly decreased in 
Werner's syndrome compared with normal controls. When normalized 
to the degree of insulin binding， no difference was found in the 
magni tude of basal and insulin-stimulated autophosphorylation of 
wheat-germ-agglutinin-pu工ified insulin receptors between the 
control and Werner's syndrome. Dose-response curves of 
insulin-stimulated 14C-glucose uptake and glycogen synthase 
activity exhibited a pronounced right-shift in Werner's syndrome 
wi th a decrease in the maximal responses in the latter. These 
results suggest that insulin action is impaired in Werner's 
syndrome f ib工oblasts mainly due to defects in the step distal to 
the insulin receptor. 




























r/erner症候群の線維芽細胞のinvitroにおけるlifespanはコ ン トロール肝に比し苫し く




に達したのち、1.251ー インスリン (0.5ng/田1)及び種々の濃度 (0~100μg/ml) の非標識イ
ンスリンと 160Cで 3時間インキュベートした。緩衝液には25mMHEPES、25mMTricine、1%




じた。すなわち、 60X15mmのplasticdishで細胞がconfluenceに達して 1~ 2日後、21mM
NaHC03と0.1%BSAを添加した5mlのincubationbuffer (0.14M NaCl 、2.7mMKCl、0.9mM
CaC12、1.47mMKH2P04、8.06mMNa2HP04、0.49mMMgC12、2mMglutamine、BMEamino 
acids、BMEvi tamins )で細胞を370C24時間インキュベー卜した。次いで、種々の濃度の
インスリンと370Cで2時間インキュベート後、 D-U_14Cー グルコース(1μCi/ml、o. 5mM ) 
を添加し、 20分間に細胞内へ取り込まれた14C-グルコースを液体シンチレーションカウ ン
ターにて測定した。実験はtriplicateで行い結果は蛋白量当りであらわした。
Glycogen Synthase活性:100mm plastic dishにて細胞がconfluenceに達して 1~ 2日
後、 21mMNaHC03、O.l%BSAを添加した上記incubationbuffer中で、種々の濃度のインス
リンとともに細胞を370C2時間インキュベー卜した。その後細胞を冷却したNaF-EDTA
(100mM NaF、印刷 EDTA、pH7.0)で洗浄し、試験管に移し、 500X gで5分遠沈した。 ベ
レットを0.5mlのNaF-EDTA 中でポリトロンホモジナイザーを用いてホモジナイズし、ベッ
クマンモデルB遠心器で 2分遠心(10， OOOrpm )した。えられた上清を用いてThomasらの
方法 9)によりglycogensynthase活性を測定した。 glycogensynthase非依存性活性の測定
には、サンプル(30μ1 )を10mMTris-HCl (pH7.8)、20mMEDTA、25mM NaF、10mg/ml







培養線維芽細胞よりインスリン受容体の精製:細胞を1%Triton X-100、2mM P l~SF 、
O.lmg/ml aprotininを含む50mMTris-HCl緩衝液 (pH7.6)で可溶化した (40C、130分) 0 ・
これを120，000xgで遠心し (40C、45分)、上清をwheat-germ-agglutinin(WGA) 
-sepharose (1.5ml)カラムにアプライした。カラムを洗浄後、 0.3MN-acetyl-D 
-glucosamine、150mMNaCl 、2mMMgC12、2mMPMSF、0.1%Triton X-100 を含む50m~i Tris 
-HCl緩衝液(pH7 . 6 )で溶出し、インスリン受容体を得た o \~GA 精製インスリン受容体の
一部は以下の如く 1251-インスリン結合実験に、一部は自己燐酸化の笑験に用いた 。
WGA精製インスリン受容体へのインスリン結合:WGA精製インスリン受容体(:蛋白量15
-30μg/200μ1 )を0.1%BSA、0.1%Triton X-100 を含む印刷 Tris-HCl緩衝液 (pH7 .6 ) 
中で1251-インスリン (0.6ng/ml) 及び非標識インスリン (0~6 ， 000ngj田 1 )と 40Cで18時
!日!インキュベートした。受容体に結合した1251ー インスリンは午γグロプリンと12.5%
polyethylene glycolの添加によって沈殿させ、沈殿物の放射活性を Yカウンター によっ
て測定した。
WGA和製インスリン受容体の自己燐酸化:WGA精製インスリン受容体(蛋白量と して30
-60μgjml)を種々の濃度 (0--6， OOOngjml)のインスリンと 40Cで18時間プレイ ンキユ








その他:125 1_ インスリン(比活性100~200μCijμg )はchloraminT法により作製した。
蛋白定豆はBSA をスタンダードとして、 Bio-Rad蛋白アッセイキットを用いて行った。全
てのデータはmean:t SEであらわし、 Student'st testを用いて有志差検定を した。
??， 、 ?
?? 果
培養皮庖線維芽細胞への 125_Iインスリン結合.125 I-インスリン (0.5ngjm1)の倍長
皮后線維芽細胞への結合 (maxima1insu1in binding)は正常若年者 (NY) と老年者 (NO) 
の聞に差を認めなかった (0.54:t0.05vs 0.49士0.06%)。 一 方、\~e rn e r症候群 (WS)か
らえた細胞では単位蛋白量あたりでは0.43士0.02%と軽度ながら低下しており、若年者の
細胞との問に有意差を認めた (p<0.05)。インスリン結合曲線で最大結合を50%抑制す
るインスリン濃度(I D50 )は、正常若年者7.5:t1.0ngjm1、老齢者8.4:t1.0ngjm1に比 し、
Vlerner症候群では著しく増加(19.6士3.0ngjm1; WS vs NY; pく0.005、WSvs NO;pく





添加における取り込み:NY;16.1:t2.1， NO;16.3:t1.4 n mo1ejmg proteinj20 min)もイ
ンスリンによる最大反応量maxima1stimu1ation (最大の取り込みから基礎状態の取り 込
みをひいたもの:NY; 8.8 :t 1. 3、NO;8.1士 1.1n mo1ejmg proteinj20 min) とも差は認め
なかった。また用量反応曲線のED50 (最大刺激の50%を与えるインスリン濃度)も両群で
差はなかった (NY=49:t13、NO;61:t 13ngjm1)。一方Ylerner症候群の細胞では細胞系統に
よる差が大きかったが、全体としてみると基礎状態の取り込み (17.5:t1.4n molejmgj20 
min)、最大反応量 (6.9:t1.5n mo1ejmgj20 min)は正常コントロール群と変らなかっ た。
しかし用量反応曲線は右方移動しED50は有意に高値を示した (421士110ngjm1、WSvs Ni' 
NO pく0.025) (Fig. 2)。
G1ycogen Synthase活性:正常者からの細胞ではインスリンにより glycogensynthase 
活性は用量依存性に増加し、インスリン濃度1，000ngjmlで最大反応を示した。若年者と老
年者における基礎状態、の幻活性(インスリン無添加時の幻活性)、インスリンによる最大
-8 - -9 -
反応(最大%I活性から基礎状態%I活性をひいたもの)、 ED50とも差は認めなかった(それ
ぞれ基礎状態:15.3:t2.7vs 13.3士3.8%、インスリンによる最大刺激: 30.2:t5..2 vs 
21.5:t3.1%、ED5o:19:t4vs 29:t11ngj田1)(Fig. 3) 0 Werner症候群の細胞では全体とし
てみると、幻活性は基礎状態においても (6.0:t1.2%;WS vs NY pく0.005、WSvs NO pく
0.05 )、インスリンによる最大刺激においても (8.4:t2.2%、WSvs NY、NOpく0.005)コ
ントロールに比し低下していた。また用量反応曲線から求めたED50は増加しており (274












m1 (lO-7M)のインスリン刺激下の 95kDaバンドへの:J2pのとりこみは基礎状態、より それぞ
れ、 8.8:t1.2倍、 7.9:t1.7倍増加し、最大反応の50%に達するインスリン濃度(E D50 )は、
それぞれ36:t11ngjml 、25士7ngjm1であった。このように正常若年者と老齢者の間に、イ
ンスリン受容体 β サブユニットの自己燐酸化に差はなかった。 \~erner症候群患者の制脳μ


























み、 glycogensynthase活性化のインスリン用量反応関係に異常が認められた。 14Cー グル
コースの取り込みではインスリンによってえられる最大刺激はコントロール群と変わらな
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